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ボツリヌス毒素複合体の構造と機能
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要約：ボツリヌス神経毒素（BoNT）は，自然界最強の毒素であり，コリン作動性シナプスからの神経伝達
物質放出の阻害によって，ヒトや動物のボツリヌス症として知られる致死的な疾病を引き起こす。ボツリヌ
ス菌株は，BoNT の抗原性の違いにより，A から G 型の血清型に分類され，A，B，E および F 型はヒトに
対して，一方 C および D 型は動物や鳥類のボツリヌス症の原因物質とされている。全ての血清型の BoNT
には各々の無毒成分タンパク質が非共有結合的に会合して大きな毒素複合体（TC）を形成する。培養液中
では，BoNT と非毒非血球凝集素（NTNHA）の複合体（M-TC）とさらに M-TC に 3 種の血球凝集素（HA；
HA-70，HA-33 および HA-17）が会合したより大きな複合体（L-TC）が存在する。これらの TC には，構
成成分のいくつかには特定の部位には分子内切断（nick）があるため，SDS-PAGE 上で多数のバンドが出
現する。C および D 型のボツリヌス菌株から毒素の精製中に著者らは偶然にも無傷の TC 種を産生する特
異的な D 型菌 4947 株（D-4947）を見出した。
　本論文では，主に特異的 D-4947 の TC に関する主要な知見が述べられている。（1）C および D 型 TC 構
成成分（BoNT，NTNHA および HA-70）における菌体プロテアーゼあるいは自発的切断によるニック部位
が特定された。（2）分離精製した各 TC 構成成分による L-TC の再構成に成功し，その形成機構を明らかにし，
各構成成分遺伝子の発現が調べられた。（3）各種培養細胞系を用いて，C および D 型 L-TC の HA-33 が小
腸内皮細胞透過において本質的な役割を果たしていた。（4）電顕観察および HA-33/HA-17 複合体の X 線結
晶解析により，個々のサブユニットが会合する経路と 14 量体からなる L-TC 各サブユニットの立体的配置
を初めて提唱した。（5）消化酵素耐性実験から，NTNHA が BoNT を消化から保護している決定的な証拠
を提供した。また，NTNHA 分子は 1 個の亜鉛分子を含み，BoNT との構造的類似性が認められ，X 線小
角散乱分析から NTNHA の水溶液中での動的構造の性質が示された。
キーワード：ボツリヌス毒素，毒素複合体，X 線結晶解析，血球凝集素，無毒成分タンパク
1.　は じ め に
　ボツリヌス毒素（BoNT）は，グラム陽性・偏性嫌気性
Clostridium 属に分類されるボツリヌス菌（Clostridium 
botulinum）が産生する最強の神経毒素である。その毒性
は，1 g で 100 万人以上を死なせることができるとされ，
動物実験から，ヒトにおけるボツリヌス A 型毒素の致死
量は，経口摂取で 70μg，静脈注射で 0.1μg と推測され
ている。わが国では，調査が始まった戦後から現在までに
500 名を上回る患者が認められ，発生地のほとんどは北海
道，東北に集中し，イズシ，キリコミが原因食品であった
が，近年の輸入食品（あるいは原材料）によるものが多く
見られるようになっている。治療法は毒素を中和する抗血
清の投与のみと言われている。
　ボツリヌス菌は，栄養や温度条件が悪化した時に栄養型
（増殖型）菌体から変化し，耐久型の芽胞を菌体内に形成
する（図 1）。芽胞は外殻に包み込まれ，熱など物理的・
化学的条件に強い抵抗性を示す。このことはボツリヌス菌
が食中毒の原因菌であることを考慮すると非常に重要であ
り，食品などを嫌気的状態下に置くことの多いいずしや瓶
詰め，および真空パック入り食品での食中毒が起こってい
ることを考えると容易に理解出来る。芽胞が付着した死ん
だ動物・魚，缶詰，ソーセージ（ラテン語で botulus と言い，
菌名の由来である）などの嫌気的条件で発芽し，栄養細胞
となって増殖して毒素を産生する。
　この毒素の本体は，分子量約 150 kDa のタンパク質で，
その抗原性の違いにより，A～G 型の 7 種の血清型に分類
される。ボツリヌス菌は，土壌細菌の一つで，わが国の各
地で調べられた土壌中からも見出されており，A，B 型菌
は南極大陸を除く世界中の土壌から分離されるが，わが国
では認められず，主として E 型菌が広く分布しているこ
とが知られている。A～G 型のうち，ヒトに病原性を示す
のは A，B，E および F 型であり，一方，C と D 型は，家
畜，鳥類，齧歯類に感受性が知られており，これまでヒト
における中毒事例は報告されていない。
　いずれの型の BoNT は，汚染された食品中や菌体培養
液の上清中では，単独では存在せず，一連の無毒成分タン
パク質と結合して複合体を形成している。無毒成分は，経
口的に吸収された BoNT が，胃の酸性（pH 2）や小腸で
の種々の消化液が存在するタンパク質にとって厳しい環境
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において破壊されることから保護し，標的細胞まで無事に
送達する運搬容器の役割を担っていると考えられる（図
2）。自然毒の中で，このような送達システムを持っている
のは，ボツリヌス毒素だけであり，BoNT の詳細な構造と
作用機構は 1990 年代に明らかにされた。一方，毒素複合
体のサブユニット構造の詳細は長期間不明であったが，
2012 年までに，サブユニットを構成する全てのタンパク
成分の X 線結晶解析による立体構造解析が明らかにされ
た。本稿では，この特異的な BoNT・無毒成分タンパク複
合体に焦点を当て，その構造と機能について解説し，つい
で著者らの研究室で得られた研究結果からボツリヌス D
型毒素複合体の構造を中心に説明する。
2.　ボツリヌス神経毒素と毒素複合体
　1946 年，Lamanna ら1）は，A 型菌の培養液からマウス
に対する毒性が並外れて高く，BoNT の本体と考えられた
分子量 900 kDa のタンパク質を結晶標品として得ることに
成功した。その後，ボツリヌス菌の培養液から分子サイズ
の異なる毒素タンパク質が次々と分離された。1968 年，
DasGupta ら2）は，A 型毒素をアルカリ条件下でカラムクロ
マトを行うと，毒素活性を持つ分子量 150 kDa のタンパク
質と無毒タンパク質に分離した。同様な方法で，各血清型
のボツリヌス菌の培養液から，150 kDa の毒素タンパク質が
次々と分離され，このタンパク質がボツリヌス毒素の本体
とされ，神経毒素（BoNT）と呼ばれるようになった。
　1970 年代，Sugii と Sakaguchi3）は，A～F 型菌の毒素には，
900 kDa，500 kDa および 300 kDa と分子サイズの異なる毒素
タンパク質が存在し，培養液中で BoNT は単独では存在しな
いことを報告した。これらの毒素は，BoNT，130 kDa の非毒
非血球凝集素（non-toxic nonhemagglutinin, NTNHA）および
3 種類の血球凝集素成分（hemagglutinin, HA；70 kDa の HA-
70，33 kDa の HA-33 および 17 kDa の HA-17）から構成され
る複合体で，分子サイズは無毒タンパク質の構成比が異なる
とした。さらに，BoNT のみを胃液と混合すると，その毒素
活性は速やかに失われ，一方，複合体を同様に処理してもそ
の毒性は，依然として保持されていた。このことから，
BoNTは経口毒素としてのボツリヌス毒素の本体とは言えず，
複合体こそが真の本体であると考えた。
3.　ボツリヌス神経毒素の構造と作用機序
　BoNT は，一本のポリペプチドとして合成されるが，菌
体由来のプロテアーゼによって分子内に切断（nick）が生
じ，ジスルフィド結合によって連結した軽鎖（50 kDa）と
重鎖（100 kDa）の二本鎖構造となる。この nick が生じる
ことによって，毒性が数百倍上昇することから，二本鎖構
造が BoNT の毒性発現に重要な役割を果たすことが明ら
かにされた4）。BoNT の nick 部位は，ジスルフィド結合に
よって軽鎖と重鎖の間に生じるループ状の領域にあること
が知られていた。ループ領域は型によってアミノ酸数は異
なっており，最も少ない B 型で 8 残基，最も長いのは A
型の 23 残基である。いずれも Arg および Lys のカルボキ
シル側で切断されると考えられた。Sagane ら5）は，C およ
び D 型の切断部位が 2 箇所存在することを見出し，BoNT
タンパク表面におけるアミノ酸の表面露出程度から他の血
清型についても複数の切断部位を推定した。また，Suzuki
ら6）はループ領域以外の重鎖の C 末端側にニックが生じ
ると毒性が大きく減少することを示した。これらの nick
に関わる菌体内のプロテアーゼに関して，Suzuki ら7）は，
C 型菌から 41 kDa と 17 kDa タンパク質が非共有結合的に
保持された二量体酵素である特異的プロテアーゼを分離精
製した。さらに modeling と docking simulation により，
プロテアーゼの活性中心とループ領域がうまく適合してい
ることを示した。
　遺伝子の塩基配列から全ての血清型 BoNT のアミノ酸
配列が明らかになり，全ての血清型 BoNT の軽鎖中に金
属 依 存 性 プ ロ テ ア ー ゼ の Zn 結 合 モ チ ー フ で あ る
“HEXXH”配列が見出された。精製 BoNT をキレート剤で
図 1　 増殖静止期におけるボツリヌス菌の顕微鏡写真。菌体内
部に芽胞が形成しているのが観察される。（北海道立衛
生研究所提供）
図 2　 毒素型食中毒を引き起こすボツリヌス毒素の経路
食品などで芽胞が発芽し，増殖，毒素の産生が起こり，
経口的に摂取された毒素は，胃・腸を経由して血流に入
り，最終的に末梢神経の神経・筋接合部に到達する。ま
た，乳児の腸管内で増殖，毒素の産生が起こる乳児ボツ
リヌス症もある。
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処理すると，その毒性が失われることから，長い間不明で
あったボツリヌス毒素の本体が Zn 依存性エンドプロテ
アーゼよるものであることが明らかにされた。その後，神
経・筋接合部における毒性発現のメカニズムが，現在まで
にほぼ明らかになった8, 9）。
　図 3 に示すように BoNT は，機能的に三つの独立した
ドメインから構成されており，毒性発現に各々は役割を
持っている。神経・筋接合部で BoNT 重鎖の C 末端側の
結合ドメインが，神経細胞膜上の受容体への特異的結合に
よって最初のステップが始まる。その後，受容体を介した
エンドサイトーシスによって細胞内に侵入し，BoNT は，
被膜小胞，エンドソームに取り込まれる。この時，BoNT
のジスルフィド結合が還元され，軽鎖は重鎖から離れ，酸
性環境下で，毒素は受容体から解離するとともに，BoNT
の立体構造変化が起こり，重鎖の N 末端側チャンネル形
成ドメインによってエンドソーム膜に孔が形成され，軽鎖
は細胞質へと移行する。軽鎖は，シナプス小胞（アセチル
コリン小胞）がシナプス前膜へドッキングし，融合するた
め に 必 要 な SNARE (Soluble NSF Attachment Protein 
Receptor) タンパク質群を特異的に切断する。血清型によ
り，シナプトブレビン，シンタキシン，SNAP-25 のいず
れかを切断し，結果として神経伝達物質の放出を阻害して
死に至る神経麻痺をもたらす。この一連の過程がボツリヌ
ス中毒症として説明されている。
　ヒトにおける中毒症状は，神経 ･ 筋伝達系の阻害作用の
ため，複視などの視力障害，眼瞼下垂，発語障害，嚥下障
害など特に神経系の神経（筋）マヒ症状が出現する。しか
し，中枢神経への作用はなく，食中毒の一つでありながら
下痢，腹痛などの消化器症状を欠いている。
4.　ボツリヌス毒素複合体の遺伝子構成
とタンパク質構成
　1990 年，ボツリヌス A 型 BoNT 遺伝子の全塩基配列が
決定10）されて以来，2 年間に全血清型の BoNT の全塩基配
列が決定された。その後，毒素複合体を構成する無毒成分
タンパク質の遺伝子も同様に，全塩基配列が決定された。
筆者らも，D 型毒素複合体の BoNT を含む全構成成分タ
ンパク質遺伝子の塩基配列決定に関わった11, 12）。血清型に
より 5 個（BoNT，NTNHA，3 種の HA），あるいは 2 個（BoNT，
NTNHA）の構造遺伝子からなっており，各々の遺伝子の間
には短い介在配列と毒素遺伝子群の発現調節遺伝子が 1 個存
在する。これらの毒素遺伝子は，細菌ゲノム（A，B，E，F 型），
ファージ DNA（C，D 型）あるいはプラスミド（G 型）の上
に遺伝子クラスターを形成している。遺伝子から推測された
毒素複合体成分のアミノ酸配列の相同性は，各血清型間で
BoNT は 32～60％，NTNHA は 56～100％，HA-70 は 68～
99％，HA-33 は 35～100％，HA-17 は 51～100％であった。無
毒成分タンパク質に関して言えば，C と D 型の間では，
100％近い相同性を示している。
　ボツリヌス菌株は血清型により，異なった分子構造を示
す毒素複合体（TC）を培養液中に産生する。毒素複合体に
は，BoNT と NTNHA が結合した 300 kDa の M-TC（A～F 型），
図 3　 ボツリヌス神経毒素の構造と発症機構
神経毒素は三つの機能的ドメインに分けられ，軽鎖は酵
素活性（毒性）ドメイン，重鎖の N 末端側はチャンネ
ル形成ドメイン，重鎖 C 末端側は結合ドメインと呼ば
れる。神経・筋接合部に到達した神経毒素は，① 結合
ドメインがシナプス前膜の受容体に特異的に結合する。
② 受容体を介したエンドサイトーシスによって細胞内
に侵入し，エンドソームに取り込まれる。③ 酸性の環
境下で，毒素はチャンネル形成ドメインによってエンド
ソーム膜に孔を形成する。同時に毒素は，細胞質へと移
行する。④ ジスルフィド結合が還元され，軽鎖のエン
ドペプチダーゼが SNARE タンパク質群を特異的に切断
する。⑤ B, D, F, G 型はシナプトブレビン，C 型はシン
タキシン，A, C, E 型は SNAP-25 を切断し，神経伝達物
質の放出を阻害する。
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M-TC にさらに 3 種の HA 成分（HA-70，HA-33 および HA-
17）が会合した 650 kDa の L-TC（A～D および G 型），さら
に L-TC が 2 分子重合したと考えられる LL-TC（A 型）の 3
種類がある。しかし，なぜ L-TC，M-TC などの複合体が同時
に培養液中に存在しているのかは不明であった。全ての毒素
構成成分タンパク質は，翻訳後に各々が自発的に集合して複
合体を形成する。Ohyama ら12) は，D 型 CB16 株由来 M-TC
の NTNHA の N 末端から 15 kDa 付近領域に，nick が生じて
おり，L-TC のそれには認められないことを見出した。また，
Sagane ら13) は，その nick が NTNHA の保存中に自発的な自
己触媒的に生じること，プロテアーゼによっても加速するこ
とを明らかにした。ところが，Kouguchi ら14）は，形成途中で
NTNHA の N 末端側領域 15 kDa 付近に nick が生じると，
BoNTとM-TCは形成出来るが，HA成分はもはや結合出来ず，
L-toxin は形成しないことを証明して，L-TC，M-TC が同時に
培養液中に存在することを説明した。E と F 型の NTNHA
には，この nick 領域の部分が欠失しており，毒素複合体は，
M-TC のみが産生される。G 型はこの領域の配列が異なり，
nickを受けないのでL-TCのみが形成する。従ってA～D型は，
NTNHA が nick を受けた時，M-TC となり，nick をまぬがれ
ると L-TC に成熟する。
　HA-70 も菌体由来のプロテアーゼによって nick が生じ，
N 末端側から 22～23 kDa 付近に複数の nick を受け15），22～
23 kDa および 55 kDa のフラグメントに分かれる。これに
より，通常の L-TC は SDS-PAGE 上で 7 本以上のバンド（大
きい順に，NTNHA，BoNT 重鎖，HA-55，BoNT 軽鎖，
HA-33，HA-22～23 および HA-17）が観察される。
5.　血球凝集素（HA-33）成分の機能
　ボツリヌス毒素 L-TC が，神経毒性の他に，HA 成分によ
る血球凝集活性を有していることは，古くから知られてい
た。一般に C，D 型 HA-33 は，N-アセチルムラミン酸ある
いはシアール酸糖脂質を介して血球と結合して凝集活性を
示し16），その結合部位の一つが C 末端側のドメインに存在
している。Inoue ら17）は，X 線結晶解析により C 型 HA-33
分子は二つのβ-trefoil ドメイン（6 本の逆平行βバレル構
造の一端が 3 本のβヘアピン構造により三つ葉状を形成し，
糖鎖結合ドメインとして知られている）が短いα-helix で結
ばれた左右対称のダンベル型の立体構造を明らかにした。
　ボツリヌス毒素は分子量の大きいほど，強い経口毒性を
示すことが知られているが，HA 成分の重要な機能に関し
ては多数の報告がある。Fujinaga ら18）は，モルモットの
腸管を用いた実験から，C 型 L-TC は，小腸上部の微繊毛
にシアール酸を介して HA 成分（おそらく HA-33）が結
合し，BoNT が血中に取り込まれ易くなっていることを報
告した。Kouguchi ら19）は，ウマ赤血球に対する結合実験
から，C あるいは D 型 L-TC の HA-33 が結合に関与して
いることを見出した。また，Niwa ら20，21）は D 型毒素複
合体を用いて Caco-2 細胞およびラット小腸上皮培養細胞
（IEC-6）の各々に結合すること，そして Yoneyama ら22）は
ウシ血管上皮培養細胞を用い，D 型毒素でも同様な結果を
報告した。さらに Inui ら23）も C 型毒素の IEC-6 細胞に対す
る結合がシアール酸の関与を明らかにした。また，Itoh24）
らは，HA-33 の数が異なる D 型毒素複合体種を用いて
IEC-6 細胞への結合が HA-33 の数に依存していることを報
告した。これらのことから，C および D 型ボツリヌス毒素
の標的細胞への結合には細胞表面のシアール酸と毒素構成
成分の HA-33 が関与していることを強く示唆した。
　以前に，Oguma ら25）は，D 型 1873 株の培養液が血球凝
集活性を殆ど示さず，また，Nakajima ら26）は，D 型 1873
株からの精製 L-TC が血球凝集活性を殆ど示さないことを
見出していた。同時に，Sagane ら 27）は，HA-33 の C-末
端側から31アミノ酸残基が欠失したC型変異株（C-Yoichi）
も血球凝集活性も血球結合活性を示さないことを報告し
た。C 型 HA-33 を鋳型にして，C-Yoichi の HA-33 のモデ
リングを試みたところ，C 末端側のアミノ酸の欠落によっ
てβ-trefoil 構造が破壊され，分子の対称性が失われるこ
とにより，糖鎖結合活性が消失することを示した。しかし
ながら，Matsuo ら28）は，C-Yoichi の L-TC あるいは分離し
た HA-33/HA-17 が，糖鎖分解酵素（Neuraminidase）で処
理した血球に対して，劇的に凝集活性および結合活性が劇
的に上昇することを見出した。しかもこの活性はガラク
トースあるいはラクトースによって完全に阻害され，他の
C 型菌株由来の HA-33 とは明らかに異なり，B 型の L-TC
と類似の活性29）を示した。これらをまとめると，各血清
型のボツリヌス毒素は，菌株によっても糖鎖認識に多様性
が存在し，動物やヒトに対する経口毒性はガラクトースや
シアール酸を介して腸管の標的細胞に結合して発現すると
考えられる。
図 4　D-4947 毒素遺伝子の発現から複合体への形成経路
神経毒素（nt），非毒非血球凝集素（ntnha），血球凝集
素（ha-33，ha-17，ha-70），p-21（orf-22） の 各 遺 伝
子の構成と転写方向を示し，それらの intact な遺伝子
産物が集合して複合体が経路する順序を各々矢印で示
す。プロテアーゼによるプロセッシングを受けた場合
の経路も示した。
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6.　D型 4947株のボツリヌス毒素複合体の
分子構造
　前述したように，BoNT を含めて殆どの血清型菌株由来
の毒素複合体の構成成分は，菌体由来のプロテアーゼによ
る分子内 nicking などの翻訳後修飾を受ける。しかし，こ
のことによって，SDS-PAGE 上で 7 本以上のバンドが観
察され，複合体成分タンパク質の構造解析は複雑となって
いた。筆者らは，C および D 型の菌株の中に，その構成
成分のいずれにも nick を認めない無傷の毒素複合体を大
量に産生する特異的な D 型菌 4947 株（D-4947）を見出し，
Hasegawaら30) は，L-TCの精製とBoNTの分離法を確立し，
さらに Miyata ら31）は抗体沈降法により高度に精製された
BoNT を全く含まない無毒成分タンパクの調製法を確立し
た。これにより，5 種の無傷の構成成分を取り扱うことが
出来，複合体の解析が格段に容易になった。さらに，無傷
の D-4947 L-TC をトリプシン処理により，任意に nick 型
の成熟毒素複合体を作成することができ，nicking による
毒素複合体の構造変化，毒性発現・活性化の機構を考察す
ることが可能となった。
　Kouguchi ら14）は，D-4947 毒素複合体から各構成成分タ
ンパク質の分離と再構成に初めて成功し，ボツリヌス毒素
複合体の形成過程を明らかにした。図 4 に示すように，最
初に BoNT と NTNHA が結合した M-TC が形成する。こ
の時，NTNHA に nick が生じていると，M-toxin にとど
まる。無傷の M-TC に HA-70 が結合し，さらに HA-17 を
介して HA-33 が結合して L-TC（分子量約 650 kDa）が完
成する。他の血清型の毒素複合体も同様な過程を経て完成
すると考えられる。
　さらに，Mutoh ら32）は，D-4947 毒素複合体の精製中に，
HA-33/HA-17 の結合数が異なる毒素複合体種（L-TC より
HA-33/HA-17 が 2 分子，1 分子少ない）を見出した。こ
れらの複合体種に HA-33/HA-17 を滴定し，650 kDa L-TC
への変換を観察して，ボツリヌス毒素複合体は 1 分子の
BoNT，1 分 子 の NTNHA，2 分 子 の HA-70，4 分 子 の
HA-33 および 4 分子の HA-17 から構成される 12 量体と推
測した。さらに血球を凝集させるためには，C および D
型の HA-33 が 4 分子必要であることを明らかにした33）。
　これまでの報告によれば，複合体構成成分遺伝子の発現
は必ずしも一様ではない。Kouguchi ら34）は，D 型 4947 株
（D-4947）毒素複合体の構成遺伝子の mRNA を定量し，
BoNT 遺伝子と NTNHA 遺伝子の発現レベルは 1：1 であ
り，一方，HA-33 遺伝子が他の二つの HA 遺伝子よりも
低いレベルにあることを示した。このことは，培養液中に
HA-33/HA-17 の分子数の少ない D-4947 毒素複合体が存在
することと一致する。
　さらに，Suzuki ら35）は，分離した各構成成分とそれら
を組み合わせた各種再構成複合体の各々の限定的トリプシ
ン処理に対する感受性の実験から，D-4947 毒素複合体に
おける各サブユニットの相対的配置を推定した。すなわち，
BoNT は，軽鎖と重鎖に分ける nick 部位および重鎖 C 末
端側の nick 部位は NTNHA によって覆われず，M-TC で
は露出している。HA-70 分子が結合すると重鎖 C 末端で
の nick は生じなかった。この時，HA-70 分子には，N 末
端側から約 22 kDa 付近に nick が入るが，HA-70 分子の大
部分は NTNHA によって覆われている。興味深いことに，
分離された HA-70 分子は，トリプシン処理によって細か
く切断されるが，M-TC と complex を形成すると最小限
の nick にとどまる。HA-70/HA-33/HA-17 の complex を
トリプシン処理すると，HA-33 と HA-17 は全く感受性を
示さないが，HA-70 分子は，HA-33/HA17 分子の結合領
域を残して細かく切断される。また，複合体の表面を占め
ていると考えられる HA-33/HA-17 分子は，非常に強いト
リプシン耐性を示し，ボツリヌス毒素複合体が胃や腸の消
化液に対して耐性を示すことと一致する。
7.　ボツリヌス D型 4947毒素複合体の
サブユニット構成比と立体配置
　これまでに，ボツリヌス毒素複合体の 5 種のサブユニッ
トタンパク質の中で，BoNT（A 型，B 型および E 型の 1
部分）および HA-33（A 型，C 型）が X 線結晶解析によ
りその立体構造が明らかにされているだけで，NTNHA，
図 5　D-4947 毒素複合体形成の電子顕微鏡写真と Native-PAGE 分析
M-toxin から L-toxin へと順次形成する経路に従って，左から① M-toxin（神経毒素と NTNHA の complex），② M-toxin に
HA-70 が結合した complex，③ さらに 1 分子の HA-33/HA-17 が結合，④ さらに 2 分子の HA-33/HA-17 が結合，⑤ 3 分子の
HA-33/HA-17 で飽和した成熟 L-toxin を示す。下段に各サブユニットの外殻をトレースしたものを示す。右図に①～⑤ の
Native-PAGE のパターンを示す。pH 8.0 の条件下のため，神経毒素と無毒成分は分離している。
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HA-70 および HA-17 分子については不明である。また，
筆者らの毒素複合体サブユニット構造の予測モデル32，33）
を除いて，毒素複合体としての立体構造に関する報告はな
かった。
　これまで，数千通りの条件下で D-4947 の 650 kDa L-TC
の結晶化を試みているが，X 線結晶解析に適する結晶は現
在まで得られていない。Hasegawa ら36）は，ネガティブ染
色法によって M-TC から L-TC が形成されるまでの複合体
の透過型電子顕微鏡観察を行った。図 5 に見られるように，
BoNT と NTNHA からなる M-TC は丸みを帯びた楕円体
であり，これに HA-70 分子を結合させると傘状に広がっ
て M-TC を覆っているように見えた。さらに HA-70 分子
上に HA-33/HA-17 分子が順次，一本ずつ突起した腕状に
結合していた。この時，HA-70 分子に HA-33/HA-17 が順
次結合ことによって大きな構造変化の様子も観察され，柔
軟性の高いunfoldingタンパク質であることが考えられた。
最終的に全ての構成成分が集合したこの像は，我々の推測
したモデル図と良く一致していたが，しかし，驚いたこと
に，最終的な L-TC における HA-33/HA-17 の“腕”の数
は 3 本であった。当初，HA-33/HA-17 が 1：1 の分子量約
50 kDa の complex として，“4 本腕”を想定していた。電
子顕微鏡下では，4 本腕 L-TC の像は認められなかった。
そこで，HA-33/HA-17 の分子構成を，超遠心分析，質量
分析，アミノ酸分析などで分子量を詳細に分析した結果，
いずれも HA-33：HA-17 が 2：1 の complex であることを
示していた。
　さらに Hasegawa ら36) は，この HA-33/HA-17 complex
の X 線結晶解析に成功し，図 6 に示すように，2 分子の
HA-33 と 1 分子の HA-17 からなる特徴的な構造を明らか
にした。これにより，ボツリヌス毒素複合体は，1 分子の
BoNT，1 分 子 の NTNHA，6 分 子 の HA-33，3 分 子 の
HA-17 そして恐らく 3 分子の HA-70 からなる 14 量体サブ
ユニット構造と推測した（図 7）。しかしながら，この構
造では，HA-70 および NTNHA の立体構造が明らかにさ
れておらず，暫定的なものである。また，3 本腕構造の
L-TC もその形態は一様ではなく，明らかに構造的柔軟性
を持っているようにみえた。それにも拘わらず，このサブ
ユニット構造モデルが“delivery vehicle”としてのボツ
リヌス毒素複合体の重要な特徴を示しており，即ち，表面
に露出した HA-33 が小腸上皮細胞膜への結合を経由して
神経毒素を血流へと侵入させる一連の過程が説明される。
8.　HA-70および NTNHAの立体構造
　これまで，ボツリヌス毒素複合体構成タンパク質のうち，
未解明であった HA-70 および NTNHA の X 線結晶解析行
われ，2012 年までにボツリヌス TC の全ての構成成分の
三次元構造が決定された。Nakamura ら37）は，C 型菌の毒
素複合体の HA-70 分子の組換え体を作成し，22 kDa（HA-
22-23）と 53 kDa（HA-53）からなる複合体の X 線結晶解
析から立体構造と糖鎖結合の特異性を明らかにした。結晶
中で，3 分子の HA-70 が集合した三葉のプロペラ状の特
異な構造を示し，我々が予測した構造と良く一致していた。
しかしながら，HA-70 と類似するタンパク質構造はデー
タベースには認めらなかった。さらに，HA-53 はシアー
ル酸と特に高い糖鎖親和性を有していた。これらの結果は，
毒素複合体形成機構および小腸上皮細胞の糖鎖との相互作
用を理解するための情報を提供した。
　NTNHA に関して，Miyata ら38）による組み換え体の大
量発現系の構築および，BoNT との再構成 M-TC の安定
性の実験が最初の試みであった。そこでは，単体の
図 6　X 線結晶解析による HA-33/HA-17 complex の立体構造
2 分子のダンベル型 HA-33 分子はお互いに左右対称で
あり，C 末端ドメインは上向きにあり，毒素複合体の
最も外側に位置している。2 分子の HA-33 は 1 分子の
HA-17 分子に結合している。
図 7　ボツリヌス毒素複合体のモデル図
D-4947 毒素複合体（L-toxin）の電子顕微鏡写真を基に推
測した 14 量体モデル（1 分子の神経毒素，1 分子の
NTNHA，3 分 子 の HA-70，3 分 子 の HA-17，6 分 子 の
HA-33）を示す
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NTNHA および BoNT がトリプシンあるいはペプシンに
よって容易に消化されるが，再構成 M-TC は劇的な消化
耐性を示し，経口毒素として NTNHA が決定的な役割を
果たしていること報告した。さらに Miyata ら39）は，組
換え D 型 NTNHA の三方晶系の結晶を得ることに成功し，
3.9 A の分解能でもって予備的な X 線結晶解析のための資
料に供した。
　その間に，Gu ら40）は初めて A 型 NTNHA の X 線結晶
解析により，NTNHA および BoNT との M-TC の立体構
造を明らかにした。それによれば，A 型 BoNT との再構
成 M-TC は，しっかりとお互いに連結した複合体を形成し，
NTNHA が BoNT を保護するための大きなしかも多数の
部位で結合する接触面を備えていた。しかも，NTNHA は，
BoNT とのアミノ酸配列の相同性が 20% 以下にもかかわ
らず，その構造は BoNT と驚くほど良く似ており，同様
に 3 つのドメインからなっていた。また M-TC が pH に対
して応答するアミノ酸残基によってダイナミックに調節さ
れており，酸性条件下で安定な複合体形成によって保護さ
れている BoNT が中性付近の pH で複合体から遊離するこ
とを説明した。
　BoNT と NTNHA の立体構造が類似しているのにもか
かわらず，NTNHA は BoNT の軽鎖に存在するプロテアー
ゼの Zn 結合部位，HExxH モチーフを欠いていた。これ
に対して，Inui ら41）は，ICP-MS 分析によって，D 型の
NTNHA にも 1 分子の Zn を含んでいることを明らかにし
た。A から F 型の NTNHA 構造相同性比較と homology 
modeling から，新たに 1 分子の Zn 分子が配位結合する
領域の共通配列，K-C-L-I-K-X-D を見出した。このことか
ら BoNT と NTNHA は，恐らく Zn タンパク質を共通の
祖先として，その後，各々に異なった機能を持つように進
化したと提唱した。ごく最近，Sagane ら42）は，D 型 4947
株の NTNHA および M-TC の結晶構造解析と X 線小角散
乱解析（SAXA）によって溶液中のそれらの構造を比較し
た。その結果，SAXA 像は，NTNHA の N 末端側の 2/3 は，
結晶も溶液中でも同じ構造であったが，C 末端側 1/3 は溶
液中では明らかに異なり，もっと伸びきった構造を示して
いた。このことは，BoNT との結合に関与する NTNHA
の C 末端側ドメインの高度な柔軟性を意味しており，こ
のような動的構造が M-TC 形成を説明する上で重要な知
見と考えられる。
9.　結　　　論
　近年，ボツリヌス毒素は，神経毒性発現メカニズムを利
用してジストニア症など筋緊張性疾患の治療，美容整形な
どに応用されている。しかし，ボツリヌス毒素のその自然
界最強の毒性とともに，もう一つの際立った特徴は，
BoNT と無毒タンパク質との複合体構造にあり，この特異
な機能を示す複雑なサブユニット構造の解明は，生物化学
上非常に大きな意義がある。2012 年までにボツリヌス毒
素を構成する全ての成分タンパク質の結晶構造が明らかに
された。しかしながら，全てのタンパク質分子というもの
は，基本的に水溶液中で機能を発揮する。水溶液の温度，
イオン強度，pH，さらにはタンパク質自体の濃度などに
よって，常に動き回り，種々の化学的結合力（イオン結合，
疎水結合など）が複雑に競い合ってその配置が転換する。
しかし，結晶構造から提示される分子モデルは，動的なタ
ンパク質を静的なものとして表しており，ボツリヌス毒素
のように顕著な特徴の一部は，捉えているものの，一方，
無視されている特徴も少なくないと考えるべきである。
　最近の実験によるボツリヌス毒素の水溶液中での X 線
小角散乱解析では，もう少し異なったサブユニット数も示
唆され，先入観のため，無視されていたが複合体の組み換
えも起こっているような現象も見出されていた。今後の課
題として，このような複雑で精巧なタンパク質は，生体分
子プロセスや物質のコンピューターシミュレーションで
よってモデル化することで説明されると思われる。一方，
ボツリヌス毒素複合体の詳細な構造解明は，医療上有用な
機能性物質の経口投与システム（Drug Delivery System; 
DDS）として，また経口的ボツリヌス中毒症に対する予
防治療薬デザインに有効であると考えられる。
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Summary：Botulinum neurotoxins  (BoNTs) are  the most potent  toxins known  in nature,  causing  the 
lethal disease known as botulism in human and animals. The BoNTs act by inhibiting neurotransmitter 
release  from cholinergic synapses. Accidental botulism often occurs  through  ingestion of Clostridium 
botulinum contaminated  food. Different  strains of C. botulinum produce  seven distinct  serotypes of 
BoNTs, classified A through G. Serotypes A, B, E and F in human botulism, whereas C and D appear to 
be causative toxins for animal and avian botulism. All serotypes of BoNT associate non-covalently with 
auxiliary nontoxic proteins,  thereby  forming  large toxin complexes  (TCs), M-TC  (BoNT/NANHA) and 
L-TC  (BoNT/NTNHA/HA-70/HA-33/HA-17)  in  the culture medium. The  formation of TCs appear not 
only to protect BoNTs from the hostile environment of the digestive tract but also to assist neurotoxin 
translocation across the intestinal mucosal layer. However, BoNT, NTNHA and HA-70 components of the 
TC are nicked at specific sites by a bacterial protease, leading to the appearance of many fragments on 
SDS-PAGE. Fortunately,  the author and collaborators serendipitously  found unique serotype D strain 
4947 (D-4947) which produces intact M-TC and L-TC without any nicking. 
　　In this manuscript, five topics on mainly D-4947 TC studies provided by the author and collaborators 
are  described:  (1)  Specific  nicking  sites  in  the  components  of  the  serotype C  and D TCs were 
characterized, including dichain structure in BoNT, spontaneous nicking in the NTNHA and endogenous 
cleavage in HA-70. (2) In vitro reconstitution of functional HAs of serotype C, and D-4947 L-TC assembly 
mechanism was achieved by  the mixing of  individual  components, which was  indistinguishable with 
native L-TC. Then the gene expressions of  five  individual D-4947 L-TC components were examined by 
quantitative reverse transcriptase PCR. (3) The HA-33 component of the serotypes C and D TCs played a 
critical role in the binding and transcytosis in intestinal epithelium, and other HA components protecting 
BoNT against gastrointestinal digestion, using various culture cells  including Caco-2 cells,  rat  small 
intestinal epithelial  cells, bovine aortic endothelial  cells and equine erythrocytes.  (4) A novel 14-mer 
subunit structure model of D-4947 L-TC was proposed on the basis of  the negative stain transmission 
electron microscopy and X-ray crystal structure of the complex formed by two HA-33 plus one HA-17. (5) 
Definitive evidence was provided  that both recombinant and native NTNHAs play a crucial  role  in 
protecting BoNT from proteolysis by digestive enzymes. Every single NTNHA contained a single Zn 
atom, of which small-angle X-ray scattering analysis of the NTNHA revealed the structural dynamics.
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